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猴 脑 线粒体 DNA 提 取 及 限制 性 内 切 酶 分 析 ” 
ADE EUG GISTER 


en 
CPA PL Be £2 GA oh Bo BE Sc m a} FUEL EE 《50107》 


HR 木 文 用 冷 碱 法 从 2 AMARA! RM am mt DNA， 最 后 的 得 率 大 的 为 0,7hg 
mtDNA7E 脑 组 织 ， 是 星 脏 组 织 得 率 的 173 左 右 。 与 肝脏 组 织 机 比较 ， 从 脑 组 织 中 提取 mtDNA 有 以 下 优点 : 
1. 写 柳 方 便 。2: 样 品 中 蛋白 杂质 少 ， 容 易 掩 底 抽 提 走 除 蛋 白质 。3. 大 分 子 RNA 杂 质 报 少 , 不 经 Sebharose-4B 
广 或 RNase 处 理 ， 就 可 得 到 较 纯 的 样品 。 加 之 哨 用 动 策 脑 的 体积 较 大 ， 确 乳 动 物 脑 组织 不 失 为 握 取 mtDNA 
的 一 个 有 用 的 组 织 来 源 。 既 16 种 限制 性 内 切 磨 分析、 并 与 来 自 司 一 个 伍 肝 脏 组 织 的 mtPDNA 比 较 ， 结 果 进 一 
步 证 实 ，mtDNA 无 组 织 特 异 手 。 叶 12 岁 以 上 老年 狠 脑 mtDNA 的 分 析 农 明 ， 开 窒 老 中 ， 动 物 mtDNA 的 序列 
UT REBAR, AE {AE BE tb BE 


关键 词 ， 线 粒 体 DNA， 制 备 ， 脑 组 织 ， 剖 老 ME > reebhebio h, 


哺乳 动物 线粒体 DNA(tmtDNA) 是 共 价 闭 台 的 环 状 双 链 DNA, 分 子 大 小 约 16.5 
Kb ， 并 晨 母 系 遗 传 方式 ， 即 一 -个 个 体 就 可 代表 整个 好 系 集团 的 情况 。 虽然 其 基因 组 的 
长 度 及 组 织 结 构 十 分 稳定 ， 但 一 级 结构 上 的 进化 却 很 快 ， 是 单 拷贝 核 DNA 的 5 一 10 倍 。 
由 于 mtDNA 具 有 上 述 特性 ，mtDKNA 有 限制 酶 分 析 技 术 在 动物 群体 遗传 及 进化 研究 中 引起 
了 普遍 的 重视 ， 并 取得 许多 令 人 瞩目 的 结果 (Brown，1983)。 

在 已 有 的 报道 中 ，mtDNA 多 是 从 肝脏 、 血 液 或 胎盘 组 织 中 提取 的 ， 据 我 们 手头 的 
资料 ， 尚 未 见 从 脑 组 织 中 提取 mtDNA 的 报道 。 

Potter (1977) 曾 对 来 自 相 同 个 体 不 同 组 织 《 有 上 肝脏， 心脏， 肾脏 ) 的 mt DNA 进行 
比较 ， 未 发 现 差异 ， 认 为 mtDNA 没 有 组 织 特异 性 。 

本 文 拟 从 猴 脑 组 织 中 提取 mtDNA ,并 与 来 自 相 同 个 体 肝脏 组 织 的 进行 比较 ， 以 探 
讨 脑 给 织 是 否 适 合 mtDN 的 提取 分 析 ， 并 进一步 研究 mtDNA 是 和 否 有 组 织 特异 性 。 


材料 和 方法 


LAR 12 岁 以 上 和 2 一 3 BAR Macaca mulatta) 各 1 只 ，1 一 2 岁 的 
fr MR (M. fascicularis) 1 只。 

2. mtDNA RHR 取 新 鲜 的 脑 组 织 和 肝脏 组 织 各 208, 按 前 文 报道 的 方法 提 取 
mtDNA ‘ 张 亚 平 施 立 明 ，1990)。 

5 限制 酵 消化 ”用 16 种 限制 性 内 切 酶 分 别 消 化 各 样品 。 反 应 条 件 参 照 各 自 的 产品 说 


* ”本文 为 国家 自然 科学 基金 毁 助 项 日 ， 编 号 39076478。 
wLa GT J) 8 AMR, 195.47 HSLAB. 
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4. 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 ”配制 0,8% 一 1,2% HIRURI EIRE, Eiki mh W A 0.089 
mol/L Tris- 硼 酸 -0.002molyL EDTA api, pH8.0, 电泳 电压 为 3Y/cm。 在 室温 下 
电泳 I0 一 12 小 时 。 分 子 量 标记 为 DNA/Hind EF /Eco RI, RUE Ze. 紫外 灯 下 


观察 、 拍 照 。 





结果 和 讨论 


从 脑 组 织 和 肝脏 组 织 中 提取 mtDNA， 经 Bam HI, Draft, Eco RY Hind 下 消 
化 后 记得 电泳 图 谱 见 图 1; 经 Pst J, Bgl J, Hpa J, Ava I 和 Bgl | 消化 后 所 得 
电泳 图 谱 见 图 2 。 

在 电泳 胶 上 经 与 DNA (分 子 量 标记 ) 比较， 估计 从 脑 组 织 中 提取 的 mtDNA 的 最 后 
得 率 大 约 为 0.7hg mt DNA/g 脑 组 织 ， 是 肝脏 组 织 的 1/3 左 右 。 

与 常用 的 肝脏 组 织 相 比 较 ， 从 脑 组 织 中 提取 mtDNA 有 以 下 优点 ，1. 脑 组 织 中 ， 红 
维 性 结缔 组 织 极 少 ， 而 肝脏 组 织 有 较 多 的 网 状 纤 维 。 脑 组 织 远 不 如 肝脏 组 织 坚韧 ， 因 而 
其 匀 浆 方便 易 行 ， 可 用 玻璃 匀 浆 器 直接 匀 浆 。2 .样品 中 蛋白 质 杂 质 较 少 。 经 一 次 标准 酚 
Hi HAM. ASR) ,就 可 彻底 去 除 蛋白 质 。 而 从 肝脏 组 织 
中 提取 的 样品 ， 经 一 次 标准 酚 抽 提 是 难以 除 净 蛋 白质 的 。3 .大 分 子 RNA 杂 质 极 少 ， 不 经 
Sepharose-4B 柱 或 RNase 处 理 ， 就 可 得 到 较 纯 的 样品 ， 更 适用 于 限制 性 内 切 酶 分 析 。 从 
肝脏 组 织 中 提取 的 样品 ， 如 不 经 进一步 纯化 去 除 RNA， 就 会 影响 结果 分 析 。 图 1 清楚 地 


Bam HI Dra J Eco RY Hind E 
C R, R; R, R, M R: Ri R| R, 
b 1 1b bl l b 1 b lb Ib l b 1 b 





Bi sae AmtDNA 电泳 图 庶 


Fig. 1 Electrophoresis pattern of mtDNA from macaques 
Ri= RR, Ro =F RRR, C= RMR, b= WH, l= 肝脏 组 织 ， M=ADNA/Hind E/Eco RI. 
Ri=the old rhesus monkey, Ro =the young rhesus monkey, C=crab-eating monkey, 
b= brain tissue, 1= liver tissue, M =ADNA/Hind /Eco RI. 


2 其 SURE SE: 次 商 线 粒 体 DNA 提 取 及 限制 性 内 切 酶 分 析 +63 


Pst I Bel f Hpa I Ava 了 Bel I 
C MI R, R; R, R, R, Ra R, M C 





图 2 #i& AmtDNA w& ik Bié 
Fig. 2 Electrophoresis pattern of mtDNA from macaques 


显示 ， 从 脑 组 织 中 提取 的 样品 《未 经 RNase 处 理 ) ， 几 乎 没有 RNNA 背 景 。 虽 然 脑 组 织 的 
得 率 稍 低 ， 和 但 均 可 满足 实验 需要 。 由 于 哺乳 动物 脑 的 体积 较 太 ， 看 来 ， 脑 组 织 不 和 失 为 提 
取 mtDNA 的 一 个 有 用 的 组 织 来 源 。 

经 16 种 限制 性 内 切 栈 (Bam HI、Bgl I, Bel f, Eco RI, Eco RY, Xbaj, 
Sac I, Sca F, Hind E, Pst I, Hpa I, Dra I, Pyu I, Hae I, Kpn I 和 和 
Apa I》 消 化， 发 现 样品 中 38 一 2 个 位 点 。 3 个 个 体 分 属 不 同 的 限制 性 类 型 。 但 是 , 对 
于 来 自 同 一 个 体 脑 组 织 和 肝脏 组 织 的 mtDNA， 未 见 差 异 。 我 们 的 结果 进一步 证 实 ， 
mtDNA 无 组 织 特异 性 。 

在 灵 长 类 中 ， 当 动物 进入 老年 ， 中 枢 神 经 系统 首先 迅速 衰老 ， 而 身体 其 他 部 分 的 误 
少 则 不 有 明显。 衰老 的 不 因 何 在 ? 至 今 仍 不 清楚 。 神 经 细胞 逐渐 衰老 的 同时 ， 其 所 需 的 能 
量 和 能 量 的 殿 给 也 减少 。 线 粒 体 作 为 细胞 的 动力 工厂 ， 在 神经 细胞 的 衰老 中 扮演 什么 样 
的 第 色 ， 无 疑 是 十 分 有 趣 的 问题 。 对 鼠 脑 、 肝 、 心 、 肾 、 有 和 脾 和 增生 分 裂 细 胞 核 DNA 的 
研究 表明 ， 只 有 了 脑 染 色 体 DNA 缺口 形成 和 二 或 双 链 交 联 随 年 龄 增长 而 积累 。 同 时 ， 脑 
细胞 核 DNA 的 甲 基 北 水 平 随 年 龄 而 增高 CERISE, 1989), EARS AAR mMtDNA 
基因 组 的 情况 如 何 呢 ? 在 我 们 的 实验 动物 中 有 1 只 恒 河 猴 是 浇 年 猴 《12 岁 以 上 )， 对 该 
猴 脑 组 织 和 上 肝脏 组 织 的 mtDNA 作 随机 序列 比较 ， 未 见 mtDNA 限 制 酶 图 谱 有 何 差 异 。 我 
们 的 结果 提示 ， 在 衰老 中 ， 动 物 mtDNA 的 序列 可 能 并 无 变化 ， 甲 基 化 程度 的 增高 也 不 
明显 。 当 然 ， 这 人 妈 是 初步 的 工作 ， 有 必要 采用 更 多 的 实验 动物 ， 进 一 步 对 mtDNA 序列 
作 精 细 的 比较 分 析 。 
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PREPARATION AND RẸSTRICTION-ENZYME ANALYSIS 
OF MITOCHONDRIAL DNA FROM BRAIN 
TISSUE OF MACAQUES 


Zhang Yaping Shi [Amine 


(Laboratory af Celluler and Molecular Evolution, Kunming 
Institute af Zoology, Academia Sinica 659107) 


Mitochondrial DNAs (mtDNA) were isolated from brain tissuc of three 
monkeys, i, e,, an old (over 12 years ald) and a young (2-3 years old) 
rhesus monkeys, and a young (1-2 years old) crab-eating monkey, The method 
we used is alkaline lysis as described in our previous paper. Compared with 
marker DNA (A/EcoRI/Hiad J) on gel, the final yield was about 0.76 
mtDNA/g brain tissuc, a little lower than that from liver tissue, On the 
other hand, the homogenization of brain tissue is very easy; and the quality 
of the mtDNA is better than mtDNA from liver tissue, i, c., there was much 
less protein and RNA in rough mtDNA from brain tissue, so further purification 
of the mtDNA by Sepharose-4B column or RNase digestion is not necded, This 
mcthed is thought to be useful in the study of mammal genetics, 

The mtDNAs from brain were compared with those from livers of the 
same monkey, When 16 restriction enzymes of 6-bp recognition were used, 
38-42 sites were observed in the samples, By combining the cleavage patterns 
for eachenzyme, we classified the three samples into three different restriction 
types. Meanwhile, the mtDANs from brains and livers of the same animals 
showed no difference, The results demonstrated further that mtDNA from 
different organs of the same animal had no difference, Our results about 
the old monkey also suggested that there might he no change in mtDNA 
sequentes in the process of senility, 

Key words, Preparation of mitochondrial DNA, Brain tissue, Senility 


